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UTILISATION DE POLYMERES ET D 1 OLIGOMERES DE XYLOGLUCANE, 
ET DE COMPOSES DERIVES, EN TANT QUE PRODUITS 
PHYTOSANIT AIRES ET BIOFERTILISANTS 



La presente invention a pour objet de nouvelles utilisations de polymeres ou 
d'oligomeres de xyloglucane, ainsi que de composes derives, dans le domaine 
phytosanitaire, et celui de la biofertilisation. 

Les parois cellulaires des fruits et des vegetaux sont formes de polysaccharides, 
dont principalement la pectine, la cellulose et le xyloglucane qui intervient dans la 
mise en place des parois (Levy S et al., Plant J. 1997, 11(3) : 373-86). Le 
xyloglucane se retrouve egalement en grande quantite dans l'endosperme des graines 
des Dicotyledones. 

Le xyloglucane est un polymere de 1,4-p-glucane substitue differemment selon 
son origine. Chez les Dicotyledones, les substitutions des chaines lineaires de 1,4 P-D- 
glucane impliquent le plus souvent des ramifications de type 1,6 a-D-xylosyl, ou 1,6 
a-D-xylose 1,2 p-D-galactosyl, et du fucose peut &re associe, en position terminale, 
au galactose, soit une ramification lat6rale de type 1,6 a-D-xylose 1,2 0-D-galactose 
1,2 a-L-fucosyl. Toujours chez les Dicotyledones, le residu fucose est absent de 
Tendosperme, et il peut etre remplace par le residu a-L-arabinose, par exemple chez 
certaines Solanacees. Le xyloglucane des Monocotyledones differe de celui des 
Dicotyledones par un taux plus faible de substitution par les residus xylose, galactose et 
par l'absence de fucose. Le xyloglucane forme avec les mierofibres de cellulose des 
structures pontes qui constituent l'ossature et assurent la flexibilite de la paroi 
cellulaire des veg6taux (Pauly M, Albersheim P, Darvill A , York WS (1999) Plant J, 
20 (6): 629-39). 

Le xyloglucane est un substrat d'endoxyloglucanases (Vincken JP, Beldman G, 
Voragen AG Carbohydr Res (1997) 13, 298(4):299-310) ou de xyloglucane 
endotransglycosylase (Steele NM, Fry SC, Biochem J (1999) 15, 340, 1, 207-211), a 
savoir d f activites enzymatiques aptes a modifier la structure des parois cellulaires au 
cours de Telongation cellulaire, en periode de germination, de fructification par exemple 
et qui sont dependantes ^hormones notamment d'auxines (Hetherington PR et Fry S. 
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(1993) Plant Physiology, 103, 987-992), et de gibberellines (Maclachlan G et Brady C 

(1994) Plant Physiol 105, 965-974). 

Le xyloglucane, en particulier un oligomere fucosyle, le nonasaccharide XXFG 
(decrit dans Fry et al. (1993) Physiologia Plantarum, 89, 1-3), est bien connu pour son 
effet antiauxinique (Mac Dougall CJ et Fry SC (1989) Plant Physiol 89, 883-887). A 
l'oppose, des oligomeres sans fucose mais avec du galactose comme les oligomeres 
XXLG et XLLG ont un effet auxinique (Mc Dougall GJ et Fry SC (1990) Plant 
Physiology 93, 1042-1048). 

Par ailleurs, de nombreux signaux generent des especes activees d'oxygene (on 
parte egalement de "burst oxydatif ). Des especes activees d'oxygene sont bien connues 
pour etre liberees au cours des interactions plante-pathogene. Des oligosaccharides de 
diverse origine (acide polygalacturonique, chitosane, O-glycanes ..) ont ete repertories 
pour leur capacite a generer un burst oxydatif (Low PS et Heinstein PF (1986) Arch. 
Biochem. Biophys. 249, 472-479; Rogers KR., Albert F, et Anderson AJ (1988) Plant 
Physiol 86, 547-553; Apostol I, Heinstein PF et Low PS (1989) Plant Physiol 90, 109- 
116; Vera-Estrella R, Blumwald E et Higgins VJ (1992) Plant Physiol. 1208-1215; 
Bolwell GP, Butt VS, Davies DR et Zimmerlin A. (1995) Free Rad. Res. Coram. 23, 
517-532 ; Orozco-Cardenas M et Ryan CA (1999) PNAS, 25, 96, 11, 6553-655; Nita- 
Lazar M, Iwahara S, Takegawa K, Lienart Y (2000) J Plant Physiol, 156, 306-31 1). Les 
enzymes NAD(P)H oxydo-reductases pour la liberation d' anion superoxyde (Van 
Gestelen PV, Asard A, Caubergs RJ (1997) Plant Physiol 115, 543-550) et peroxydases 
pour la formation de peroxyde ou d' anion superoxyde ou de radicaux OH, sont 
impliqu6es (Baker CJ et Orlandi EW (1995) Ann. Rev. Phytopathol, 33, 299-321; Chen 
SX et Schopfer P (1999) Eur Bioch 260, 726- 735). D'autres signaux (acide salicylique, 
jasmonates, cGMP, NO...) generent aussi un burst (Chen Z, Malamy J, Henning J, 
Conrath U, Sanchez-Casas P, Silva H, Ricigliano J, Klessig DF (1995) Proc Natl Acad 
Sci USA, 92, 4134-4137; Voros K, Feussner I, Kuhn H, Lee J, Graner A, Lobler M, 
Parthier B, Wasternack C Eur J Biochem (1998) 15, 251, 36-44; Durner J, et Klessig J, 
Wendehenne D, Klessig DF (1998) Proc Natl Acad Sci USA, 95, 10328-10333; 
Durner D et Klessig DF (1999) Current Opinion in Plant Biology, 2, 369-374). 

Des conditions extremes d'environnement (secheresse, froid, UV, salinite...) 
declenchent le meme effet. 
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Le role majeur de H 2 0 2 dans la generation du burst comme dans la regulation du 
stress oxydant repose : 

- sur sa formation par dismutation a partir de l'anion superoxyde (Bolwell GP, 
Davies DR, Gerrish C, Auh CK et Murphy TM (1998) Plant Physiol 116, 1379-1385), 

- sur son utilisation dans des sequences du metabolisme des acides gras C 18 (pour 
la peroxydation de lipides (Koch E, Meier BM, Eiben H-G, Slusarenko A (1992) Plant 
Physiol 99, 571-576) ou pour la synthese d'octadecanoides et de leurs derives dont 
certains comme les methyl-jasmonates sont des metabolites a fonction hormonale, 

- sur sa fonction de substrat pour des enzyme peroxydase et catalase, propriete 
limitant 1' accumulation de peroxyde toxique pour la cellule (Baker CJ, Harmon GL, 
Glazener JA et Orlandi EW (1995) Plant Physiol, 108, 353-359). 

Les especes activees d'oxygene, l'anion superoxyde en particulier, controlent 
differentes voies metaboliques. Elles interviennent dans : 

- la biosynthese des polyamines : des monoamines sont oxydees en aldehydes 
avec production de NH 3 et de peroxyde. L'oxydation de la L-arginine par la nitrite- 
synthase aboutit a la formation d'un precurseur de polyamine (L-citrulline), 

- la synthese de 1' ethylene, 

- la synthese des gibberellines. Plus de 20 oxydases sont impliquees dans la 
regulation de la biosynthese des gibberellines. 

Les especes activees d'oxygene interviennent dans des etapes de transduction de 
signaux, parce qu'elles sont associees a l'activite de liaison de recepteurs ou a l'activite 
d'enzymes de transduction (Jabs T, Tschope M, Colling C, Hahlbrock K et Scheel D 
(1997) Proc Natl Acad Sci USA 29, 94, 9, 4800-4805; Durner J, Wendehenne D, 
Klessig DF (1998) Proc Natl Acad Sci USA, 95, 10328-10333,). 

Elles interviennent dans la regulation du potentiel redox cellulaire par 
l'intermediaire des groupements thiols (conversion GSSG-GSH, cystine-cysteine, etc.). 
A ce titre, elles controlent des processus de senescence qui se manifestent a certaines 
phases de la floraison et de fructification dans differents organes. 

Le burst oxydatif interfere avec le metabolisme hormonal, le potentiel le plus 
performant pour reguier les stades de floraison et de fructification (en particulier leur 
declenchement et leur duree sont programmes par une balance hormonale (rapport 
auxme/cytokinine par exemple), et les especes activees d'oxygene, dont le peroxyde, 
controlent la synthese des polyamines). 
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La presente invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs du fait 
que les polymeres et oligomeres de xyloglucane, ainsi que des composes derives de ces 
derniers, ont un effet de stimulation de l'enzyme glutathion reductase, de Tenzyme 
phospholipase D chez les plantes, ainsi que des glycosylhydrolases. 
5 En stimulant Tenzyme glutathion reductase, les polymeres et oligomeres de 

xyloglucane declenchent des reactions ^adaptation a tout stress oxydant, comme le 
froid en particulier, en limitant les effets toxiques des especes activees d'oxygene (Allen 
RD, Webb RP, Schake SA (1997) Free Radic Biol Med, 23 (3):473-479; O'Kane D, 
Gill V, Boyd P, Burdon R (1996) Planta, 198 (3):371-377), et ils regulent le potentiel 

10 redox de la cellule, ce qui modifie l'activite d f enzymes ou de proteines thiol- 

dependantes, phospholipase D, thiol-proteases et inhibiteurs de thiol-proteases en 
particulier (Taher MM, Mahgoub MA, Abd-Elfattah (1998) AS Biochem Mol Biol Int 
46 3, 619-28), ainsi que par un effet d'induction d'un inhibiteur de protease thiol- 
dependante, et ce sans pour autant activer en cascade d'autres systemes enzymatiques 

1 5 dans des proportions nefastes pour la plante. 

En stimulant l'activite phospholipase D, les polymeres et oligomeres de 
xyloglucane amplifient l'effet hormonal de l'acide abscissique dans la mesure ou 
l'activation de Tenzyme conduit a la production d'acide phosphatidique (qui mime les 
effets de l'acide abscissique). A ce titre, ils peuvent reveler im antagonisme contre les 

20 gibberellines, l'ethylene ou les jasmonates (Grill E., Himmelbach A. (1998) Current 

Opinion in Plant Biology, 1, 1, 5, 412-418; Ritchie S, Gilroy S (1998) Plant Biology, 
95, 5, 3, 2697-2702; Moons A, Prinsen E, Bauw G, Van Montagu M (1997) Plant Cell 9 
12, 2243-59). 

Actuellement, en dehors des engrais chimiques, le contaole du developpement des 
25 vegetaux repose principalement sur : 

- Futilisation de compositions agricoles enrichies en oligo-elements, en 
composants nitrate, phosphate, et potassium, en polyamines ou en certaines hormones, 

- Tutilisation de micro-organismes, naturels ou genetiquement modifies, qui 
ameliorent la qualite du sol, favorisent la croissance des vegetaux ou accroissent le 

30 rendement des cultures ; il s f agit notamment des rhizobiacees comme K meliloti et 5. 

japonicum, des bacteries fixatrices d'azote libre, comme Bacillus et Pseudomonas, et 
des champignons comme Penicillium, 

- le developpement de plantes transgeniques. Cette technologie se heurte a des 
problemes legislatifs et a une forte opposition de la part des consommateurs; de plus, 
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elle n f a pas encore abouti a des applications satisfaisantes dans le secteur des 
biofertilisants. 

Un des buts de la presente invention est de fournir de nouvelles compositions 
utilisables dans le domaine phytosanitaire et de la biofertilisation, et plus 
particulierement pour lutter contre le stress abiotique chez les plantes, et controler la 
floraison et la fructification. 

La presente invention a pour objet l'utilisation d ! un compose comprenant une 
structure osidique de formule : 

XrX2-X 3 -(X4) n 

dans laquelle Xi, X 2 , X 3 , et X4, independamment les uns des autres, representent 
un ose choisi parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou l'arabinose, cet ose 
etant le cas echeant sous forme reduite et/ou etant substitue, notamment par un groupe 
alkyle ou acyle, tel qu'un groupe methyle ou acetyle, et n represente 0 ou 1, 

Xi, X 2 , X 3 , et X4, independamment les xms des autres, etant le cas echeant 
substitue par un ou plusieurs oses choisis parmi le glucose, le galactose, le xylose, le 
fucose, ou l'arabinose, et/ou par un ou plusieurs enchainements osidiques de formule 
X 5 -X 6 -(X 7 )m dans laquelle X 5 , X 6 , et X 7 , independamment les uns des autres, 
representent un ose choisi panni le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou 
l'arabinose, et m represente 0 ou 1, 

Tun au moins de X u X 2> X 3 , ou X 4 , ou 9 le cas echeant, de X 5 , X 6 , ou X 7 
representant un xylose ou un fucose, 

ou d f un compos6 derive de ceux definis ci-dessus, notamment par modification ou 
substitution d'un ou plusieurs oses susmentionnes, lesdits composes et leurs derives 
ayant la propriete : 

- de stimuler la glutathion reductase, et done k ce titre d'induire des reactions anti- 
oxydatives de defense (encore designees reactions ^adaptation a un stress oxydant), 
notamment par changement du potentiel redox cellulaire et/ou par activation d ? un 
inhibiteur de protease thiol-dependante, 

- et/ou de stimuler la phospholipase D chez les plantes, et done a ce titre 
d'amplifier Teffet hormonal de Tacide abscissique, 

- et/ou stimuler des glycosylhydrolases, et done a ce titre d'induire des reactions 
de defense contre les pathogenes (par un mecanisme de lyse des micro-organismes par 
degradation enzymatique de leurs parois cellulaires) et/ou de controler certaines phases 

5 
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de developpement des plantes (germination, fecondation, differentiation cellulaire au 
cours de la floraison ou de la fructification), 

dans le cadre ^applications liees aux proprietes susmentionnees desdits composes, 
a savoir : 

- l'adaptation des plantes a un stress abiotique, tel que Tadaptation au froid, ou a 
un stress hydrique tel que la secheresse, l'humidite ou la salinite (Tao DL, Oquist G, 
Wingsle G (1998) Cryobiology 37, 1, 38-45; Gueta-Dahan Y, Yaniv Z, Zilinska BA, 
Ben Hayyim G (1997) Planta, 203, 4, 460-469), 

- le controle de la floraison, 

- le controle de la fructification, 

- Tinduction de reactions de defense contre les pathogenes tels que les bacteries, 
virus, champignons. 

Par controle de la floraison, on entend plus particulierement le controle des phases 
clefs du processus de floraison comme Tantheresis (Wang M, Hoekstra S, van Bergen S, 
Lamers GE, Oppedijk BJ, Heijden MW, de Priester W, Schilperoort RA (1999) Plant 
Mol Biol 39, 3:489-501), ou le developpement des boutons floraux (Lim CO, Lee SI, 
Chung WS, Park SH, Hwang I, Cho MJ (1996), Plant Mol Biol, 30, 2, 373-379), comme 
les phases d ! induction ou d'abscission florale (Colasanti J, Sundaresan V (2000) Trends 
Biochem Sci, 25, 5, 236-240. 

Par controle de la fructification, on entend plus particulierement le controle du 
declenchement et/ou de la duree de la phase de maturation (Fan L, Zheng S, Wang X 
(1997) Plant Cell, 9, 12, 2183-9; Ryan SN, Laing WA, Mc Canus MT (1998), 
Phytochemistry, 49, 4, 957-963), le controle du metabolisme des parois cellulaires en 
rapport avec Taccumulation des sucres et des phenols (FillionX, Ageorges A, Picaud S, 
Coutos-Thevenot P, Lemoine R, Romieu C, Delrot S (1999) Plant Physiol 120 
(4): 1083-94), et le contrdle de l'abscission des feuilles et des fruits (Gomez-Cadenas A, 
Mehouachi J, Tadeo FR, Primo-Millo E, Talon M (2000), Planta, 210, 4, 636-643). 

L'induction de reactions de defense contre les pathogenes est en rapport avec 
l'elicitation de PR-proteines, en particulier des enzymes 1,3-PD glucanase et 
endochitinase aussi connues pour intervenir aussi dans le developpement des plantes 
(Munch-Garthoff S, Neuhaus JM, Boiler T, Kemmerling B, Kogel KH (1997) Planta 
201, 2, 235-44 ; Buchter R, Stromberg A, Schmelzer E, Kombrink E (1997) Plant Mol 

6 
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Biol 35 , 6, 749-61; Robinson SP, Jacobs AK, Dry IB (1997) Plant Physiol 1 14, 3, 771- 
8). 

Le contrdle de remaniements metaboliques et cataboliques dont certains tissus 
sont l'objet en periode de differentiation ou de senescence, est en rapport avec 
l'elicitation des enzymes 1,4-p-D^glucanase et P-D^xylosidase (Trainotti L, Spolaore S, 
Ferrarese L, Casadoro G (1997; Plant Mol Biol 34 (5):791-802; Kalaitzis P, Hong SB, 
Solomos T, Tucker ML (1999) Plant Cell Physiol 40(8), 905-8). 

^invention a plus particulierement pour objet Tutilisation susmentionnee, de 
composes dans lesquels les oses sont des residus glycosyl (L) ou (D), le cas echeant 
sous forme reduite, et/ou sous forme a ou P, le cas ech6ant sous forme pyranose ou 
furanose, et sont lies entre eux par des liaisons du type l-»2, l->3, l-»4, ou 1^6, et 
plus particulierement du type ocl-»2 dans le cas de la liaison d f un fucose a un galactose, 
pl-H>2 dans le cas de la liaison d f un galactose a un xylose, pi->4, dans le cas de la 
liaison d'un glucose a un glucose, ou ocl->6, dans le cas de la liaison d'un xylose a un 
glucose. 

L'invention a plus particulierement pour objet encore, Tutilisation susmentionnee 
de composes de formule : 

Xi-X 2 -X3-(X4) n 

dans laquelle Xi, X2, X 3 , et X4, independamment les uns des autres, representent 
un ose choisi parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou Tarabinose, et n 
represente 0 ou 1, Tun au moins de Xi, X 2 , X 3 , ou X4, representant un xylose ou un 
fucose. 

A ce titre, Tinvention concerne plus particulierement Tutilisation susmentionnee: 
- de composes de formule : 

Xi-X 2 -X 3 -(X4) n 
dans laquelle : 

. Xi represente le fucose, 

. X 2 represente un galactose, 

. X 3 represente le xylose ou le glucose, 

. X4 represente un glucose, le cas 6cheant substitue par un ose tel que le 

glucose, 

. chacun de X u X 2 , X 3 , et X4 etant des residus glycosyl (L) ou (D) sous 
forme a ou P, et n represente 0 ou 1, 
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Xi, X2, X3, et X4, etant le cas echeant substitues, notamment par un groupe alkyle, 
tel qu ! un groupe methyle, 

tels que les composes de formule : 

a-L-Fuc(l ^2)p-D-Gal(l->2)a-D-Xyl, 
5 a-L-Fuc(1^2)(3-D-Gal(l-»4)p-D-Glc 3 ou 2'-fucosyl lactose (dont le precede 

d'obtention a partir du lait ou des urines est plus particulierement decrit dans Charlwood 
J, Tolson D, Dwek M, Camilleri P (1999) Anal Biochem 10, 273, 2, 261-77), 

methyl(a-L-Fuc(1^2)p-D-Gal(1^2)P-D-Xyl) ou methyl(a-L-Fuc(l-»2)p-D- 
Gal(l— >2)a-D-Xyl) (dont le precede d f obtention est plus particulierement decrit dans 
10 Lopez R, Montero E, Sanchez F, Canada J, Fernandez-Mayoralas A (1994) J Org Chem 

59, 7027-7032; Watt DK, Brasch DJ, Larsen DS, Melton LD, Simpson J (2000) 
Carbohydr Res, 5, 325(4):300-12), 

a-L-Fuc(l-»2)P-D-Gal(1^2)a-D-Xyl(l->6)P-D-Glc, 
a-L-Fuc(l ->2) p-D-Gal(l ->2)p-D-Xyl( 1 ->6 jp-D-Glc, 
15 a-L-Fuc(1^2)p-D-Gal(1^2)a-D-Xyl(1^6)P-D-Glc(1^4)P-D-Glc, encore 

designe FG (decrit dans Fry et al. (1993) Physiologia Plantarum, 89, 1-3), et dont le 
precede de preparation par synthese chimique est decrit dans Pavlova ZN, Ash AO, 
Vnuchkova VA, Babakov AV, Torgov VI, Nechaev OA, Usov AI, Shibaev VN 
(1992) Plant Science 85, 131-134, et dont le precede de preparation par hydrolyse et 
20 chromatographic se trouve decrit dans Vincken JP, Beldman G, Niessen 

WMA,Voragen AGJ (1996) Carbohydrate Polymers, 29, 1, 75-85, 

le residu osidique en position X3 lorsque n = 0, ou en position X4, ou substituant 
celui en position X4, dans les formules des composes ci-dessus, etant le cas echeant sous 
forme reduite, 
25 - ou de composds de formule : 

a-D-Gal(l-^2)P-D-Xyl(1^6)p-D-Glc(1^4)p-D-Glc encore designe LG 



30 



a-D-Xyl(l->2)P-S-Gal(l->2)P-D-Xyl 

a-D-Xyl(l->6)P-D-Glc(l->4)P-D-Glc encore designe XG 
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p-D-Xyl(l-^4)p-D-Glc(l-»4)P-D-GIc isole d'Ulva lactuca (Lahaye M, 
Jegou D, Buleon A (1994), Carbohydrate Research 262, 1 15-125) 

a-D-Xyl(l-^2)p-D-Glc(l-»4)P-D-Glc 

5 

p-L-Ara(l-^3)a-L-Ara(l^-2)a-D-Xyl compose T (York WS, Kumar 
Kolli VS, Orlando R, Albersheim P, Darvill AG (1996) Carbohydr Res 285, 99-128) 

a-L-Ara(l->2) 

10 \ P-D-Glc compose A 

a-D-Xyl(l-»6) ) 



a-D-Xyl(l->6) 
15 p-D-Xyl(l-»2) 



P-D-Glc compose B 



a-L-Ara(1^2)a-D-Xyl(l-»6)P-D-Glc compose S 

a-L-Ara(l-^3)P-D-Xyl(1^2) 1 

20 \ P-D-Glc compose C 

a-D-Xyl(l->6) */ 

(dont les proced&s d'obtention sont plus particulierement decrits dans Vincken JP, 

Beldman G, Niessen WMA, Voragen AGJ (1996) Carbohydrate Polymers, 29, 1, 75- 
25 85) 

dans lesquelles Fuc reprdsente le fucose, Gal represente le galactose, Glc 
represente le glucose, Ara represente l'arabinose, et Xyl represente le xylose. 

L'invention concerne egalement l'utilisation susmentionnee, de composes de 
formule : 

30 X 1 -X 2 -X 3 -(X 4 ) n 

dans laquelle n represente 0 ou 1, X u X 2 , X 3 , et X4, represented un glucose, le cas 
echeant sous forme reduite, sous forme a ou p, Tun au moins de X,, X 2 , X 3 , ou X4, etant 
substitue par un ou plusieurs oses choisis parmi le glucose, le galactose, le xylose, le 
fucose, ou l'arabinose, et/ou par un ou plusieurs enchamements osidiques de formule 

35 X5-X 6 -(X 7 ) m dans laqueUe X 5 , X^, et X 7 , independamment les uns des autres, 
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representent un ose choisi parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou 
l'arabinose, et m represente 0 ou 1, 

Tun au moins de X5, X6, ou X 7 representant un xylose ou un fucose. 

^invention a plus particulierement pour objet l'utilisation susmentionnee, de 
5 composes de formule : 

Xi-X2-X 3 -(X4) n 

dans laquelle n represente 0 ou 1, Xi, X2, X 3 , et X4, representent un glucose, le cas 
echeant sous forme reduite, sous forme a ou p, Tun au moins de Xi, X2, X3, ou X4, etant 
substitue par un ou plusieurs oses choisis parrni le glucose, le galactose, le xylose, le 
10 fucose, ou l'arabinose, et/ou par un ou plusieurs enchainements osidiques de formule 

X 5 -X6-(X7) m dans laquelle dans laquelle X5 represente un xylose, X$ represente un 
galactose, X7 represente un fucose, et m represente 0 ou 1. 

A ce titre, l'invention concerne plus particulierement Tutilisation susmentionnee, 
des composes de formules suivantes : 

15 

Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XXXG 

I l I 

Xyl Xyl Xyl 

20 Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XXLG 

I I I 
Xyl Xyl Xyl 



25 



T 

30 Gal 



Gal 

Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XLXG 

I I I 
Xyl Xyl Xyl 



35 



Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XLLG 

III 
Xyl Xyl Xyl 

Gal Gal 
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Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XXFG 

i s I 

Xyl Xyl Xyl 
5 I 

Gal 

I 

Fuc 

10 Glc-Glc-Glc-Glc encore design6 XLFG 

I I I 
Xyl Xyl Xyl 



15 



25 



Ayi xyl a; 
Gal Gal 



Fuc 



Glc-Glc-Glc encore designe XXG 

I I 

20 Xyl Xyl 

Glc-Glc-Glc encore designe GFG 

I 

Xyl 



7 

Gal 



Fuc 

30 ou les composes designes XL, XLGG, XLXG, LS, AXXG, 

(dont les procedes d'obtention sont plus particulierement decrits dans Mc Dougall 
GJ, Fry SC (1989) Plant Physiol 89, 883-887; Mc DougaU GJ, Fry SC (1990) Plant 
Physiol 93, 1042-1048 ; Konishi T, Mitsuishi Y, Kato Y (1998) Biosci Biotechnol 

35 Biochem, 62,12, 2421-2424; Renard CMGC, Lomax JA, Boon J J (1992) 

Carbohydrate Research 232, 303-320, pour la preparation des oligomeres XXFG, 
XXXG, XLGG ; Vincken JP, Beldman G, Niessen WMA,Voragen AGJ (1996) 
Carbohydrate Polymers, 29, 1, 75-85, pour la preparation des oligomeres XG, XXG, 
FG, XLXG ; Spronk BA, Rademaker GJ, Haverkamp J, Thomas-Oates JE, Vincken 

40 JP, Voragen AG, Kamerling JP, Vliegenthart JF (1997) Carbohydrate Research, 305, 

2, 233-242, pour la preparation de GFG, GFGGF ; et Hantus S, Pauly M, Darvill 
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AG, Albersheim P, York WS (1997) Carbohydrate Research 28, 304, 1, 11-20 pour 
la preparation du nonasaccharide dans lequel L-Fuc est remplace par L-Gal), 

le residu glucose en position X4 dans les formules des composes ci-dessus, ou 
celui en position X 3 dans le compose XXG, etant le cas echeant sous forme reduite. 

Uinvention a egalement pour objet Tutilisation susmentionnee, de polymeres de 
formule [Xi-X 2 -X 3 -(X4) n ]N dans laquelle : 

- n represente 0 ou 1, Xi, X 2 , X3, et X4, representent un glucose, le cas echeant 
sous forme reduite, sous forme a ou p, Tun au moins de Xi, X 2 , X 3 , ou X4, etant 
substitue par un ou plusieurs oses choisis parmi le glucose, le galactose, le xylose, le 
fiicose, ou l'arabinose, et/ou par un ou plusieurs enchainements osidiques de formule 
X5-X 6 -(X 7 ) m dans laquelle X 5 , X 6 , et X 7 , independamment les uns des autres, 
representent un ose choisi parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fiicose, ou 
l'arabinose, et m represente 0 ou 1, Tun au moins de X 5 , X 6 , ou X 7 representant un 
xylose ou un fiicose, 

- N represente un nombre entier compris entre environ 50 et environ 300, et de 
preference compris entre environ 50 et environ 100, 

- ou N represente un nombre entier compris entre environ 2 et environ 50, et de 
preference compris entre environ 2 et environ 20, notamment entre 5 et 12. 

L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation susmentionnee, de 
polymeres de formule [Xi-X 2 -X3-(X4) n ]N definie ci-dessus dans laquelle N represente un 
nombre entier inferieur ou egal a 12, et de preference inferieur ou egal a 5 (a savoir des 
polymeres dont le degre de polymerisation DP est inferieur ou egal a 12). 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation susmentionnee d'enchainements 
successifs d'au moins deux unites representees par un compose de formule X1-X2-X3- 
(XOn dans laquelle n represente 0 ou 1, Xi, X 2 , X 3 , et X4, representent un glucose, le cas 
echeant sous forme reduite, sous forme a ou p, Tun au moins de X u X 2 , X 3 , ou X4, etant 
substitue par un ou plusieurs oses choisis parmi le glucose, le galactose, le xylose, le 
fucose, ou Tarabinose, et/ou par un ou plusieurs enchainements osidiques de formule 
X 5 -X6-(X 7 ) m dans laquelle X 5 , X*, et X 7 , independamment les uns des autres, 
representent un ose choisi parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou 
Tarabinose, et m represente 0 ou 1, Tun au moins de X 5 , Xe, ou X 7 representant un 
xylose ou un fucose, 
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Tune au moins des unites desdits enchainements etant telle que Tun au moins des 
oses ou enchainements osidiques lies a Xi, X2, X 3 , ou X4, est respectivement different 
de Tun des oses ou enchainements osidiques lies a Xi, X2, X 3 , ou X4, d'une ou plusieurs 
des autres unites desdits enchainements. 

Uinvention a plus particulierement pour objet Tutilisation susmentionnee 
d'enchainements d'unites tels que definis ci-dessus, dans lesquels le nombre d'unites est 
inferieur ou egal a 12, de preference inferieur ou egal a 5. 

A ce titre, l'invention concerne plus particulierement Tutilisation susmentionnee, 
de composes de formule : 

Glc-Glc-Glc-Glc- Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XXXGXXXG 

III I I I 

Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl 

Ara 

I 

Glc-Glc-Glc-Glc- Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XXFGAXXG 

III III 
Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl 

Gal 
I 

Fuc 

(dont les procedes d'obtention sont plus particulierement decrits dans : Sims IM, 
Munro SLA, Currie G, Craik D, Basic A (1996) Carbohydrate Research 293, 147- 172 
(structure a xylose chez le tabac), et Vincken JP, Wijsman AJM, Beldman G, Niessen 
WMA, Voragen AGJ (1996) Carbohydrate Research, 288, 219-232, pour les structures 
a arabinose chez la pomme de terre), 

le residu glucose en position terminate dans les formules des composes ci-dessus, 
etant le cas echeant sous forme reduite, et sous forme a ou p, 

ou encore les composes de formule XXFXXG, XLFGXXXG (Vincken et ai. 

(1996) susmentionne), XFFGXXXG , XXFGAXXG (Hisamatsu M, York W, Darvill A, 
Albersheim P (1992) Carbohydr Research, 227, 45-71), GFGGFG (Spronk BA et al. 

(1997) susmentionne. 

L'invention concerne egalement Tutilisation susmentionnee de polymeres ou 
d f ohgomeres de xyloglucane, ou de leurs derives tels que definis ci-dessus, le cas 
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echeant lies a d'autres glycanes (ou entrant dans la composition d'autres glycanes), en 
particulier de polymeres constituant les parois cellulaires des plantes ou representant la 
partie glycane de glycoproteins, tels qu'obtenus : 

- a partir de plantes, notamment par extraction de sentences, feuilles, racines, 
5 fruits, en particulier a partir : 

. de pommes (Mains malus L., Rosaceae), notamment selon la methode 
decrite dans Renard CMGC, Renard Lomax JA, Boon J J (1992) Carbohydrate 
Research 232, 303-320; Vincken JP, Beldman G, Niessen WMA,Voragen AGJ (1996) 
Carbohydrate Polymers, 29, 1, 75-85 ; Spronk BA, Rademaker GJ, Haverkamp J, 
10 Thomas-Oates JE, Vincken JP, Voragen AG, Kamerling JP, Vliegenthart IF (1997) 

Carbohydrate Research, 305, 2, 233-242), 

. de tubercules de pommes de terre, notamment selon la methode de Vincken JP, 
Wilsjman AJ, Beldman G, Niessan WM, Voragen AG (1996) Carbohydrate Research, 
19, 288,219-232, 

15 . ^Echinacea, notamment de racines ou de feuilles selon la methode decrite 

dans Wagner H, Jurcic K (1991) Arzneimittelforschung 41(10): 1072-6, 

. ou de graines de Tropaeolum majus L. (McDougall GJ et Fry SC (1989) 
Plant Physiol 89, 883-887), ou de d'Hymenaea courbaril L (Buckeridge MS, Crombie 
HJ, Mendes CJ, Reid JS, Gidley MJ, Vieira CC(1997) Carbohydr Res 5, 303, 2, 233-7; 

20 Vargas-Rechia C, Reicher F, Sierakowski MR, Heyraud A, Driguez H, Lienart Y, 

(1998) Plant Physiology, 116,1013-1021), 

- a partir de suspensions cellulaires de plantes, notamment d'Acer, de Rosa, de 
Mentha, de Nicotiana, de Populns, de Dioscorea deltoidea, de Digitalis lanata, ou 
^Echinacea, en particulier par extraction de parois cellulaires^ ou par isolement a partir 

25 du milieu de culture, notamment selon les methodes decrites dans : 

. Hisamatsu M, York WS, Darvill AG, Albersheim P (1992) Carbohydrate 
Research 227, 45-71; York WS, hnallomeni G, Hisamatsu M, Albersheim P, Darvill 
AG (1995) Carbohydrate Research 1, 267, 1, 79-104, s'agissant d'Acer, 

. McDougall GJ et Fry SC (1989) Plant Physiol 89, 883-887 et Mc Dougall 
30 GJ et Fry SC (1991) Carbohydrate Research 219 , 123-132, s'agissant de Rosa, 

. Maruyama K, Goto C, Numata M, Suzuki T, Nakagawa Y, Hoshino T, 
Uchiyama (1996) Phytochemistry 41(5):1309-14, s'agissant de Mentha, 

. Sims HM, Munro SL, Currie G, Craik D, Bacic A (1996) Carbohydr Res 
3 1;293(2): 147-72, s'agissant d&Nicotiana, 



BNSDOCID: <WO 0226037A2J > 



WO 02/26037 



PCT/FRO 1/03001 



. Roesler J, Steinmuller C, Kiderlen A, Emmendorffer A, Wagner H, 
Lohmami-Matthes MLJ (1991) Immunopharmacol. 13 (7), 931-41, s'agissant 
d'Echinaceae, 

. Hayashi T, Takada T (1994) Biosc. Biotechn Biochem 58, 9, 1707-8, 
s'agissant de Populus, 

- a partir de champignons tels que Lentinus edodes, Ganoderma lucidum, 
Schizophyllum commune, Trametes versicolor, Inonotus obliquus, et Flammulina 
velutipes, notamment par extraction du mycelium, ou par isolement d'un milieu de 
culture, notamment selon la methode decrite dans Wasser SP, Weis AL (1999) Crit Rev 
Immunol 19(l):65-96, 

- a partir d'algues, telles que Ulva lactuca, ou Ulva rigida, notamment selon la 
mediode decrite dans Ray B, M Lahaye (1995), Carbohydrate Research 274, 251-261; 
Lahaye M, Jegou D, Buleon A (1994), Carbohydrate Research 262, 115- 125. 

^invention a egalement pour objet Utilisation susmentionnee, d'oligomeres de 
xyloglucane, ou de derives tels que definis ci-dessus, tels qu'obtenus : 

* par synthese chimique ou chemoenzymatique, notamment par endo- 
transglycosylation selon la methode d6crite dans York WS, Hawkins R Glycobiology 
(2000) 10, 2, 193-201, 

* par fermentation de souches bactSriennes genetiquement modifiees ou non, 

* par hydrolyse de polymeres renfermant du xyloglucane (ou des motifs 
structuraux du xyloglucane), ou de glycanes representant la partie glycane de 
glycoprot6ines, a Taide d'enzymes appropriees telles que : 

- des cellulases, et plus particulierement d f endo-P-l,4-glucanases de 
Trichoderma, telle que celle de Trichoderma viride, ou< de T. reesei, ou celle 
d! Aspergillus, telle que celle d'A niger, et d'exo cellulases d'Irpex lacteus, ces enzymes 
etant des enzymes d'extraction ou recombinantes, notamment selon les methodes 
disolement utilisant des endoglucanases d'extraction decrites dans Renard CMGC, 
Searle-can Leewen MJF, Voragen AGJ, Thibault JF, Pilnik W (1991) Carbohydrate 
Polymers 14, 295-314; Renard CMGC, Searle-can Leewen MJF, Voragen AGJ, 
Thibault JF, Pilnik W (1991) Carbohydrate Polymers 15, 13-32; ou selon les methodes 
d'isolement utilisant des cellobiohydrolases d'extraction decrites dans Amano Y, 
Shiroishi M, Nisizawa K, Hoshino E, Kanda T (1996) J Biochem (Tokyo) 120 
(6): 1123-9; ou selon les methodes utilisant des endoglucanases recombinantes decrites 
dans Pauly M, Andersen LN, Kauppinen S, Kofod LV, York WS, Albersheim P, Darvill 
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A (1999) Glycobiology 9 (1) 93-100, ou utilisant d'autres endoglucanases (E.C. 3.2.1.4) 
de la famille GH 12 (selon M IUB-MB Enzyme nomenclature"), en particulier des 
organismes Aspergillus aculeatus, TJtermotoga maritima et Thermotoga neapolitana 
obtenues par voie recombinant e, 
5 - des glycosidases telles que p-D-glucosidase, a-L-fucosidase, a-L- 

xylosidase, P-D-xylosidase, a-D-fucosidase, ces enzymes etant des enzymes 
^extraction ou recombinantes, notamment selon la methode decrite dans York WS, 
Harvey LK, Guillen R, Alberheim P, Darville A (1993) Carbohydrate Research , 248, 
285-301, 

10 ledit traitement enzymatique etant suivi de plusieurs etapes de purification des 

oligomeres de xyloglucane obtenus, notamment par chromatographic selon la methode 
decrite dans Mc Dougall GJ, Fry SC (1990) Plant Physiol 93, 1042-1048; Hisamatsu M, 
York WS, Darvill AG, Albersheim P (1992) Carbohydrate Research 227, 45-71. 

L'invention a egalement pour objet un precede de stimulation de la glutathion 

15 reductase chez les plantes, caracterise en ce qu'il comprend une etape de traitement des 

plantes avec au moins un compose defini ci-dessus, notamment par irrigation du sol sur 
lequel ces plantes sont cultivees, avec une composition comprenant ledit compose, ou 
par enrobage des semences avec une. telle composition, ou par pulverisation foliaire en 
champ d'une telle composition sur les plantes a traiter. 

20 L'invention conceme plus particulierement l'application du precede susmentionne, 

a la mise en oeuvre d'un precede d'adaptation des plantes a un stress abiotique, tel que 
l'adaptation au froid, ou a un stress hydrique tel que la secheresse, l'humidite ou la 
salinite. 

L'invention a egalement pour objet un precede de stimulation de la production de 
25 la phospholipase D chez les plantes, caracterise en ce qu f il comprend une etape de 

traitement des plantes avec au moins un compose defini ci-dessus, notamment de la 

maniere indiquee ci-dessus. 

L'invention a plus particulierement pour objet l'application du precede 

susmentionne, a la mise en ceuvre d'un precede de controle de la floraison, et plus 
30 particulierement d ! un precede de controle de l'induction florale, de la duree de la 

floraison, et de l'abscission des fleurs, et/ou a la mise en ceuvre d f un precede de controle 

de la fructification des plantes, et plus particulierement d ! un precede de controle du 

declenchement et de la duree de la maturation des fruits, de l'abscission des feuilles et 

des fruits. 
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L ! invention a egalement pour objet un procede de stimulation de la production des 
glycosylhydrolases chez les plantes, caracterise en ce qu f il comprend une etape de 
traitement des plantes avec au moins un compose defini ci-dessus, notamment de la 
maniere indiquee ci-dessus. 
5 L'invention a plus particuli&rement pour objet Implication du procede 

susmentionne, a la mise en oeuvre d'un procede d'induction de reactions de defense 
contre les pathogenes, tels que les bacteries, virus, champignons, et/ ou de controle de 
certaines phases de developpement des plantes (germination, fecondation, 
differenciation cellulaire au cours de la floraison ou de la fructification). 

10 Avantageusement, les compositions susmentionnees comprenant au moins un 

compose defini ci-dessus et utilisees dans le cadre de la presente invention, se 
presentent en tant qu'intrant agricole sous forme solide (notamment poudre, granules, 
pastilles), ou sous forme liquide (notamment en solution aqueuse), associe ou non a 
d ! autres composants d'intrant agricole. 

15 Parmi les plantes susceptibles d'etre trait6es dans le cadre de la pr6sente invention, 

on citera principalement les plantes agronomiquement utiles, telles que la vigne, les 
arbres fruitiers (notamment pommier, poirier, noyer), les c6reales (notamment riz, orge), 
les oleagineux (notamment soja, colza, tournesol), les proteagineux (notamment les 
pois), et les cultures maraicheres (notamment les tomates). 

20 L'invention sera davantage illustree a Taide de la description detaillee qui suit des 

effets de composes selon Tinvention sur la stimulation de la glutathion reductase, et de 
la phospholipase D, ainsi que sur d'autres systemes lies a ces enzymes 

I) Elicitation d f un H burst oxydatif 1 : g6n6ration de H 2 0 2i 

25 

Methodologie 

Preparation des protoplastes de Rubus fruticosus selon Vargas-Rechia (1998). Le 
rendement en protoplastes est de Tordre 70 a 85% du nombre initial de cellules 
30 utilisees; la viabilite des protoplastes, de Tordre de 90 k 95 %, a ete controlee en 

utilisant Tindicateur bleu d ! Evans. 

Dosage de H 2 0 2 selon Apostol et al. (1989). Incubation a differentes 
temperatures de 1.10 6 protoplastes dans des puits de microplaques en presence de 2 p.M 
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pyranine (X^ x 405 nm, Xem 512 nm), de l'eliciteur (0 a 100 jiM) : 2'-fucosyl-lactose 
(compose A), xyloglucane XXFGol, correspondant a la forme reduite du 
nonasaccharide fucosyle dont l'ose X4 est sous forme reduite (compose B). Les 
variations de fluorescence de la pyranine (AF512 min" 1 ) permettent de doser H 2 0 2 . Les 
5 resultats sont indiques dans la figure 1. 

Exploitation des donnees experimentales : La vitesse de la reaction est donnee par 
(AF512 min" 1 ). Trois courbes de cinetique au moins sont tracees par echantillon et par 
condition experimental^ Un point sur le graphe correspond a la pente de la courbe de 
10 regression deduite de 6 courbes de cinetique au moins. 

Resultats 

Generation de H2O2: detection et caracterisation de la reponse d'elicitation 

Le "burst" oxydatif est evalue d'apres le "quenching "de la pyranine a 25°C; la 
15 valeur de reference 100% correspond a la fluorescence dans les controles (suspensions 

de protoplastes non elicites) 

a) Effet de la dose en eliciteur (Figure 1) 

Reponse optimaie a : 
20 . 10 nM (225%) pour le compose A 

. 15 nM (175 %) pour le compose B 
Le 2 f - fucosyl lactose comme signal inducteur d'un burst oxydant est plus 
performant que Toligomere de xyloglucane. Par contre, les doses optimales pour les 2 
produits sont tres proches. . 
25 ^ v 

b) Effet de la temperature sur 1'accumulation de peroxyde (Figure 2A, Figure 

2B) 

L' accumulation en peroxyde induit par le signal 2- fucosyl lactose (utilise a la 
dose optimaie de 10 nM) est plus faible a basse temperature. 

30 
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II) Elicitation d'un "burst oxydatif " : generation d' anion superoxyde. 
Methodologie 

Preparation des protoplastes de Rubus friiticosns scion Vargas-Rechia (1998). Le 
rendement en protoplastes est de l'ordre 70 a 85% du nombre initial de cellules utilisees; 
la viabilite des protoplastes, de l'ordre de 90 a 95 %, a <§te controlee en utilisant 
Tindicateur bleu d ! Evans. 

Le dosage du Cyt c a ete effectue selon Nakanishi et al. (1991) de la maniere 
suivante. Incubation a 25°C de 4.10 6 protoplastes en presence de Cyt c (100 |iM), et de 
l'eliciteur (0 a 100 \iM) : 2'- fucosyl lactose (compose A), XXFGol (compose B). Les 
resultats sont indiques dans la Figure 3. 

Exploitation des donnees experimentales : La vitesse de la reaction est donnee par 
(AF340 min 1 ). Trois courbes de cinetique au moins sont tracees par condition 
experimentale. Un point sur le graphe correspond a la pente de la courbe de regression 
deduite de 6 courbes de cinetique au moins. 

Resultats 

Reduction du cytochrome c : detection et caract£risation de la reponse 
d f elicitation 

La reponse d ! elicitation est evaluee d'aprfes la reduction du cytochrome c mesuree 
par la variation de Tabsorbance a 340 nm; la valeur de reference 100% correspond au 
taux de reduction dans les controles (suspensions de protoplastes non elicites). 

La figure 3 indique que la reponse est optimale a : 

50 nM (200%) pour le compose A (2 1 - fucosyl lactose) 

15 nM (159%) pour le compose B (XXFGol) 

Le 2 ! - fucosyl lactose comme signal inducteur d'un "burst 11 oxydatif est plus 
performant que Toligomere de xyloglucane (187% au lieu de 160% a 10 nM). Par 
contre, la dose optimale du 2 f - fucosyl lactose est de 50 nM contre 15 nM pour 
l'oligomere de xyloglucane. 
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III) Reponse d'adaptation au stress oxydant: Elicitation d'une activite glutathion- 
reductase 

5 Methodologie 

Preparation des protoplastes de Rubus fruticosus L. selon Vargas-Rechia et al 
(1998). Le rendement en protoplastes est de l'ordre 70 a 85% du nombre initial de 
cellules utilisees; la viabilite des protoplastes, de l'ordre de 90 a 95 %, a ete controlee en 
1 0 utilisant l'indicateur bleu d ! Evans. 

Dosage de V activite glutathion-reductase (GR) selon Jahnke LS et al. (1991) : 
GSSG (glutathion sous forme oxydee) est reduit en GSH (glutathion sous forme 
reduite) par 1'enzyme glutathion-reductase (EC 1.6. 4.2); la reaction est couplee avec 
15 1'oxydation de NADPH en NADP dans le cycle catalytique (glutathion, glutathion- 

reductase, NADPH). L'activite glutathion-reductase se mesure en evaluant la formation 
de NADP dans le milieu, ce qui s'effectue en suivant la decroissance de Tabsorbance a 
340 nm. 

20 Essai : 4.10 6 protoplastes dans 1 ml de tampon Tris-HCl buffer (pH 4.8) sont 

incub6s a 10°C, 15°C, 25°C en presence de l'eliciteur (0 a 100 jaM): 2' -fucosyl lactose 
(compost A), xyloglucane XXFGol (compose B). Apres 10 min d'interaction, un extrait 
enzymatique est prepare selon Jahnke et al. (1991), et une aliquote du sumageant 
16,000g (equivalent a 1 |xg de proteines) est introduite dans le milieu reactionnel pH 7, 

25 8 (80 mM K 2 P0 4 5 500 ^iM GSSG, 150 NADPH, 200 nM DTP A) pour le dosage de 

l'activite glutathion-reductase; Fenregistrement A 34 o s'effectue pendant 1 min en 
utilisant un spectrophotometre Beckman DU 640. Les resultats pour le compose A sont 
indiques dans la figure 4. 

30 Exploitation des donnees experimentales : La vitesse de la reaction est donnee par 

AA340 min" 1 . Trois courbes de cinetique au moins sont tracees par condition 
experimentale et par echantillon. Un point sur le graphe correspond a la valeur de la 
pente d f une courbe de regression deduite de 6 courbes de cinetique au moins. 

20 



BNSDOCID: <WO Q226037A2,J_> 



WO 02/26037 



PCT/FRO 1/03001 



Resultats: 

Induction de I'activite glutation reductase par l'eliciteur 2'- fucosyl lactose 

(A) 

La reponse d'elicitation est evaluee en mesurant la formation de NADP a 340 ran. 
La valeur de reference 100% correspond a la teneur en NADP dans les controles 
(suspensions de protoplastes non elicites). 

La figure 4 indique que la reponse d'elicitation, dose-dependante, est optimale a 

25 nM (2500%) pour le compose A (2'-fucosyl lactose) applique a 10°C 

100 nM (780 %) pour le compos6 A (2'-fucosyl lactose) applique a 15°C alors 

qu'aucune reponse significative n'est obtenue a 25°C. Par ailleurs, le compose B 

(XXFGol) donne des resultats similaires (non represente). 

References bibliographiques des methodes utilisees dans les paragraphes I a 
HI ci-dessus : 

Vargas-Rechia,C., F. Reicher, M. Rita Sierakowski, A. Heyraud, H. Driguez, Y. 
Lienart (1998) Plant Physiol. 116, 1013-1021. 

Apostol, L, P.F. Heinstein, P.S Low (1989) Plant Physiol. 90, 109-116. 

Nakanishi, M., H. Takihara, Y. Minoru, K. Yagawa (1991) FEBS Letters 282: 91- 

94. 

s 

Jahnke LS, Hull MR, Long SP (1991) Plant Cell Environment 14, 97-104. 

IV) Induction d'un inhibiteur de thiol-protease 

Methodologie 

Materiel vegetal : cellules en suspension d'Acer pseudoplatanus L. 

Essai : 2.10 6 cellules & Acer pseudoplatanus L. ont etes elicitees par 50 nM de 2 f - 
focosyl lactose (compose A) ou par 50 nM de trisaccharide methyl oc-L-Fuc (l->2) (3-D- 
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Gal (l->2) (3-D-Xyl (compose B) (synthetise selon Lopez et al, 1994) pendant 30 min 
ou pendant 42 h. Des inhibiteurs de protease (IP) ont ete prepares selon le protocole de 
Walker-Simmons (1977) a partir de cellules elicitees ou non. On a verifie que la 
viabilite des cellules se maintenait a plus de 85 % pendant toute la duree de 
5 l'experience. 

Dosage de r activite papaine : le milieu reactionnel renferme une aliquote d'extrait 
EP (equivalent a 1 ou 2 \xg de proteines) dans du tampon citrate phosphate de sodium 
(0. 1 M) pH 6 enrichi en cysteine-HCl (5 mM), en papaine (EC 3.4.22.2) (0.48 unites), 
10 en p-nitroanilide N-a-benzoyl-D-L-arginine (BAPNA) (0.27 mM). Le dosage de 

Tactivite repose sur la mesure de Tabsorbance a 410 nm. La vitesse de la reaction est 
donnee par AA410 min' 1 . 

Exploitation des donnees experimentales : pour un echantillon donne, Tactivite 
15 d'un inhibiteur IP isole de cet echantillon est estimee en developpant des cinetiques 

protease (enregistrement a 410 nm pendant 10 min en presence ou non d'une quantite 
variable d'inhibiteur). Les conditions experimentales retenues (temps d 5 incubation, 
concentration en substrat, en enzyme et en extrait IP) sont celles qui conduisent a des 
cinetiques lineaires et reproductibles. La vitesse initiate de la reaction est la pente a 
20 (A410 .min " l ) d'une courbe A410 = f(t). Pour un echantillon donne, trois courbes au 

moins sont tracees et la vitesse initiale est deduite par regression lineaire. La capacite de 
modulation de Tactivite protease est exprimee en % de Tactivite de controle (activite 
protease sans inhibiteur IP). 

*. 

25 

Resultats 

Induction d'un inhiteur de papaine par Teliciteur 2'-fucosyl lactose (A) ou 
methyl cc-L-Fuc (l-»2) (J-D-Gal (1^2) p-D-Xyl (compose B) 

La reponse d'ehcitation est evaluee d'apres Tinhibition de la papaine mesuree en 
30 presence d'un inhibiteur de protease prepare a partir de cellules elicitees par le T fucosyl 

lactose (2A) ou par le trisaccharide methyl a-L-Fuc (l-»2) [3-D-Gal (1^2) p-D-Xyl 
(2B) ; les resultats sont exprimes en % de Tactivite de controle (activite papaine dans les 
cellules non elicitees mesuree sans inhibiteur). 
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La figure 5 indique que la reponse des cellules varie avec le temps ^interaction 
avec l'oligosaccharide eliciteur. Pour une reaction precoce (apres 30 min d f application 
de Teliciteur), le T-fucosyl-lactose et le trisaccharide developpent le meme potentiel 
inhibiteur de papaine (activite thiol-protease, activite protease dependant de groupement 
SH). Un potentiel inhibiteur mais d'intensite bien plus faible s'exprime dans le cadre 
d'une reaction tardive (apres 42h ^application de l'eliciteur). 

References bibliographiques en rapport avec la methodologie : 

Walker-Simmons, M., and Ryan, C.A. (1977) Plant Physiol. 59, 437-439. 

Lopez R, Montero E, Sanchez J, Canada A, Fernnandez- Mayoralas A, (1994) J. 
Org. Chem 59, 7027-7032. 

V) Elicitation d'une activite glycosyl hydrolase 

Les reponses d'elicitation mises en evidence portent : 

- sur Tinduction d f une activite glycosidase, soit la reponse a) p-D- xylosidase 
(EC 3.2.1.37), 

- sur Tinduction d'une activite glycanase, soit sur les reponses b) 1,4 P-D- 
glucanase (EC 3.2.1.4), c) 1, 3 p-D- glucanase (EC 3.2.1.39), et d) endochitinase (EC 
3.2.1.14). 

Methodologie 

Materiel vegetal : cellules en suspension 6? Acer pseudoplatanus L 
Essai : 2.10 6 cellules d'Acer pseudoplatanus L. ont ete elicitees sous agitation 
circulaire (80 rpm), dans 25 ml de milieu de culture (sans 2, 4-D) par 50 nM de T- 
fucosyl lactose (compose A) ou 50 nM de trisaccharide methyl cc-L-Fuc (l-»2) P-D-Gal 
(l-»2) p-D-Xyl (compose B) (synthetise selon Lopez et aL 9 1994) ou pendant un temps 
variable (0 k 42 h) en presence ou non d'un effecteur : cycloheximide (1 |xM), d ! acide 
okadaique (5 nM), staurosporine (500 nM), ou boroglycine (500 nM). ^experience 
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d'elicitation est arretee en mettant les cellules dans de la glace. Les cellules recuperees 
apres decantation et reprises dans environ 1 ml de tampon felicitation font l'objet d'une 
extraction proteique specifique. 

Extraction D-glycosylhydrolase. Les extraits enzymatiques sont prepares a partir 
des cellules elicitees ou non. Les cellules sont broyees a 0°C dans du tampon Tris-HCl 
(50 mM pH 7,2) contenant 1 M de NaCl avec un sonicateur Vibracell™ Bioblock, 
puissance maximale, pendant 3 fois 1 min. Les broyats sont centrifuges a 4°C (12000 g, 
15 min) puis dialyses et concentres sur unites d'ultrafiltration Ultrafree™ Millipore 
(seuil de coupure 10 kDa). Les retentats, repris dans de l'eau distillee, sont les extraits 
bruts. 

Dosage de l'activite P-D-xylosidase selon le protocole de Lee et Zeikus (1993) 
apres incubation des extraits enzymatiques (2 a 4 ji.g de proteines) dans du tampon 
acetate de sodium (0.1 M, pH 5), a 40°C pendant un temps variable (90 a 210 min), en 
presence du substrat p-nitrophenyl p-D-xylopyranoside (p-NPX) (7.3 jliM). Apres 
apport de Na 2 C0 3 (0.1 M), les produits liberes sont doses par spectrophotometrie a 410 
nm. 

Dosage de l'activitd 1, 3 P-D-glucanase. II repose sur le dosage colorimetrique 
(test au ferricyanure de Kidby et Davidson (1973) des unites reductrices du substrat 
(laminarine ou hexamere de laminarine) liberees au cours de l'hydrolyse. Le milieu 
reactionnel renferme l'extrait enzymatique (1 fig de proteines), le substrat (5 |iM 
d'hexamere reduit de laminarine) dans 100 jil de tampon tampbn acetate de sodium (0.1 
M), pH 5.0); la reaction enzymatique a 40°C se developpe pendant un temps variable (1 
a3h). 

Dosage de Tactivite 1,4 P-D-glucanase. II repose sur le dosage colorimetrique (test 
au ferricyanure de Kidby et Davidson (1973) des unites reductrices du substrat 
cellopentaose reduit liberees au cours de l'hydrolyse. Le milieu reactionnel renferme 
Textrait enzymatique (1 p.g de proteines), du cellopentaose reduit (4 jaM) dans 100 jil de 
tampon acetate de sodium (0.1 M), pH 5.0); la reaction enzymatique a 40°C se 
developpe pendant un temps variable (la 3h). 
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Dosage de l'activite endochitinase. II repose sur le dosage des sucres reducteurs 
liberes selon Somogyi (1952). Le milieu reactionnel renferme l'extrait enzymatique (1 
^ig de proteines), le substrat (25 jag de chitine ) dans 100 pi de tampon acetate de 
sodium (0.1 M), pH 5.0; la reaction enzymatique a 40°C se developpe pendant un temps 
variable (la 5h). 

Exploitation des donnees experimentales. 2 cinetiques au moins ont ete effectuees 
par echantillon, et par set experimental. La vitesse de la reaction (AA 4 i 0 min " 1 par 
exemple) est obtenue par regression lineaire a partir de 4 courbes de cinetique. Les 
resultats sont exprimes par le rapport R (activite enzymatique dans des cellules 61icitees 
/ activite enzymatique dans des cellules de controle non elicitees). 

Resultats: 

a) Induction d'une reponse (3-D- xylosidase. La r£ponse precoce p-D-xylosidase 
est transitoire ; elle est maximale a partir de 15 min (R = 9 pour le compose A et R = 5 
pour le compose B) ; et elle disparait apres lh : R=l). Pour une duree du traitement 
eliciteur de 42h, on n'observe pas de reponse significative. 

b) Induction d'une reponse 1,4 p~D- glucanase. La reponse precoce est 
transitoire (R de Tordre de 5 apres 20 min pour chaque eliciteur A ou B). Pour une 
duree du traitement eliciteur de 42h, la reponse R est de l'ordre de 4. 

c) Induction d'une reponse 1, 3 p-D- glucanase. La reponse precoce est 
transitoire (R de l'ordre de 3 apres 20 min pour chaque eliciteur A ou B). Pour une 
duree du traitement eliciteur de 42h, la reponse R, tres elevee, est de Tordre de 12. 

d) Induction d'une reponse endochitinase. La reponse pr6coce est transitoire (R 
de Tordre de 6 vers 25 min pour chaque eliciteur A ou B). Pour un traitement eliciteur 
de 42h, on n'a pas decele d'activation enzymatique. 

On remarque qu f en presence d ! un Tinhibiteur de synthese proteique 
(cycloheximide), toutes les reponses precoces se maintiennent alors que les reponses 
tardives diminuent avec une valeur de R de Tordre de 2 (pour Tactivite 1,4 p-D- 
glucanase ) ou de 3 (pour Tactivite 1 ,3 P-D- glucanase). A l'oppos6, les reponses 
precoces (a Texception de Tactivite 1,3 P-D- glucanase) sont modulees par un effecteur 
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post transcriptionnel comme la boroglycine ou l'acide okadaique alors que les reponses 
tardives ne sont pas affectees. 

References bibliographiques en rapport avec la methodologie citee dans le 
paragraphe V : 

Lopez R, Montero E, Sanchez F, Canada J, Fernandez-Mayorales A (1994). J. 
Org. Chem. 59, 7027-7032. 

Lee Y.E et Zeikus J.G (1993) J. Gen. Microbiol. 139, 1235-1246 

Somogyi M. (1952). J. Biol. Chem. 195, 19-23. 

Kidby DE et Davidson DJ (1973) Anal Biochem, 55,321-325 

VI) Elicitation d'une activite phospholipase D 

Methodologie 

Materiel vegetal : cellules en suspension d'Acer pseudoplatanus L. 

Activite phospholipase D (E.C: 3.1.4.4) (Plase D) : il s ! agit d'une 
phosphatidylcholine phosphatidohydrolase qui libere, d'apres le schema ci dessous, le 
groupement 0-R3. Dans la mesure ou 0-R3 est marque (un fluorochrome par exemple) 
quantifier ce groupement reviendra a doser Factivite Plase D. Pour les experiences le 
substrat utilise est de la phosphatidylcholine conjuguee a un fluorochrome, soit le 
produit nitrobenzoxadiazole phosphoethanolamine (NBD-PE). Les longueurs d'ondes 
d'excitation et Remission retenues du fluorochrome sont 460 nm et 534 nm 
respectivement. 
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O 



I! 



Plase D 



R1-C-0-CH2 




R2-C-0-CH o 



II I T 



O CH20-P—OR3 



O" 



R1:CH 3 (CH 2 ) 14 
R2: CH 3 (CH 2 )i4 
R3: -CH2-CH2-NH2 

Principe : doser Factivite Plase D revient k estimer la variation de fluorescence a 
534 nm d'un milieu reactionnel avec un spectrofluorimetre (Perkin Elmer) . 

Essai : le milieu reactionnel dans un puits de plaques de microtitration est le 
suivant : 1.3 10 7 cellules d 'Acer pseudoplatanus L. sont incubees dans un tampon 
HEPES 50 mM, pH 6,8 enrichi en CaCl 2 (1|^M) , ATP (2 jiM), octyl-D-glucoside 50 
fiM, GTP (6 jjM) en presence du substrat NBD-PE (4 jxM), en presence ou en F absence 
d'un eliciteur (0-100 nM) : 2 , -fucosyl-lactose (FL), compose A ; XXFGol , compose B, 
en presence ou non d'un effecteur methyl jasmonate (0-5 nM). Le dosage de 1'activite 
Plase D s'effectue par mesure de la fluorescence a 534 nm. 

Exploitation des donnees experimentales. Pour chaque echantillon on enregistre 
trois cinetiques au moins ; Factivite Plase D sera donnee par la pente de la courbe de 
regression. Les resultats sont exprimes par A F 534 min"!. Un point sur le graphe 
correspond au traitement par regression lineaire de 2 courbds de cinetique au moins 
provenant de 2 echantillons differents. 



Induction de l f activity Plase D par Feliciteur 2 ! - fucosyl lactose (A) ou par le 
xyloglucane XXFGol (B). 



Resultats: 
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La reponse (felicitation Plase D est evaluee d'apres la variation de fluorescence a 
512 nm; la valeur de reference 100% correspond a la fluorescence dans les controles 
(cellules non elicitees) 

a) Effet de la dose en eliciteur. La figure 6 indique que le 2 , -fucosyl lactose et 
l'oligomere XXFGol sont des eliciteurs d'activite Plase D. La reponse est optimale pour 
une concentration tres faible en eliciteur, soit InM (244%) pour le 2'-fucosyl lactose 
(A) et 1,7 nM (230 %) pour XXFGol (B). 

b) Effet antagoniste du methyl jasmonate. La figure 7 indique que le methyl 
jasmonate (de 0 a 5 nM) et le 2'-fucosyl lactose (A) (1 nm) sont antagonistes, et que 
cette reponse est dose dependante. 

VII) ETUDE DU POTENTffiL ELICITEUR DU XYLOGLUCANE OU 
DERIVE CHEZ LA VIGNE : EFFET INDUCTEUR D'UNE RESISTANCE AU 
FROID 

- EXEMPLE 1: mise en evidence de Teffet eliciteur du xyloglucane ou derive 
Conditions experimentales : 

Des plants provenant de differents cepages (Chenin, Grolleau, Carignan, 
Cabernet sauvignon, Cabernet Sauvignon, Pinot noir, Merlot, Chardonnay, Gamay...) 
sont utilises pour Tetude. Chaque echantillon, compose de 5 a 10 plants, est traite par 
pulverisation foliaire a la fin du developpement des bourgeons (a compter du stade 
vegetatif 7 de Techelle BBCH), ou en periode de developpement des inflorescences (a 
compter du stade vegetatif 12) ou au debut de la floraison (a compter du stade 19), avec 
Teliciteur (oligomere: XXFG; derive : 2 1 - fiicosyl lactose) en solution a une dose 
variable (0,03 mg/1 < dose < 3,3 mg/1; la vaporisation de 2.5 ml de solution par plante se 
fait a Taide d f un vaporisateur (ecart de +/-1%). 

Apres traitement, les plants sont exposes a un stress froid de duree et d f intensite 
variables (par exemple, temperature variant de - 2°C a -5°C; duree inferieure ou egale a 
240 min). 
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Apres Texposition au froid, les plants sont mis en chambre climatique a 20°C avec 
une alternance jour/nuit de 12 h. L'aspect des feuilles est observe 3h, 24h, 48 h, 72 h 
apres la sortie du froid. Les effets de froid sont evalues en observant les necroses 
5 foliaires induites par le gel et les plantes sont conservees plusieurs mois pour suivre leur 

developpement ulterieur. 

On compte la proportion P (%) de necroses foliaires observees 3h ou 24h ou 48 h 
ou 72 h apres le stress froid , et on exprime les resultats par Tindice de protection 
10 I=(100-P)%. 

Resultats: tableau recapitulatif pour les plants du cepage Chenin. 

Les r6sultats concernant les plants temoins (A ) traites a l'eau et les plants elicites 
15 par XXFG a la dose d, d/10, d/50, d/100 (d =3,3 mg/1) (B) sont exprimes par Tindice de 

protection au froid I =(100- P)%, P etant la proportion (%) de necroses foliaires 
observees 12 h apres le stress. 



Stress 


-2°C 


-3°C 


-4°C 


-5°C 


Froid 


240 min 


240 min 


HOmin 


120 min 


A (indice %) 


20 


0 


0 


0 


B (indice %) 










d 


100 


100 


100 


100 


d/10 


100 


100 


100 


100 


d/50 


100 


100 


90 


75 


d/100 


80 


65 


55 


40 



20 Les plants traites par XXFG a la dose de 3,3 mg/1 resistent a des niveaux de stress 

froid qui detruisent les feuilles des temoins traitees a Teau : la coloration des feuilles 
des plants elicites reste normale au lieu de virer au vert sombre des le degel (comme 
cela s f observe pour les temoins traites a 1'eau), et aucvin signe de necrose n'apparait 
aprfes 12 h conune cela s'observe pour les temoins trait6s a Teau). On a note que 

25 Tapplication de Teliciteur n'apporte pas de perturbation dans revolution de la plante 
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etant donne que le developpement des plants elicites apres le stress firoid est comparable 
a celui des plants temoins non exposes au froid . 

Le tableau indique aussi que des solutions d'eliciteur diluees au 1/10, 1/50 et 
5 1/100 sont capables, mais avec une efficacite parfois moindre, d'induire une resistance 

au firoid de la vigne. 

Par ailleurs, on a note que : 

- 1'application d'un derive de xyloglucane comme le compose 2-fucosyl lactose 
10 sont capables de reproduire Teffet inducteur de resistance au froid, avec une efficacite 

egale ou legerement inferieure ; 

- l'eliciteur est actif sur tous les cepages testes mais chaque cepage a une 
sensibilite specifique; par exemple, les cepages Pinot noir et Chenin sont des cepages 
tres receptifs a un traitement eliciteur, 

15 

- EXEMPLE 2 : la resistance au gel varie selon la dose d'eliciteur 

Des plants de Chenin ont ete elicites par XXFG utilise a des doses variables : d, 
d/10, d/50, d/100 (d=3,3 mg/1) avant d'etre exposes a -3°C pendant un temps variable 
20 (a: 165 min, b: 195 min, c: 210 min, d: 225 min). 

La figure 8 reporte les resultats obtenus et exprimes par Tindice de protection au 
froid I =(100- P)%, P etant la proportion (%) de necroses foliaires observees 24h apres 
le stress. 

25 La reponse d f elicitation varie en fonction de la dose d'eliciteur, et Tefficacite d ! une 

solution donnee est differente selon Tintensite du stress froid. 

Les courbes de reponse revelent 2 types de reponse selon Tintensite du stress: pom* 
un stress faible, Teffet stimulateur de resistance croit avec la dose pour atteindre un 
30 palier (courbes a et b) Par contre, pour un stress d'intensite elevee on observe une dose 

optimale de reponse au dela de laquelle Teffet eliciteur diminue (coiubes c et d). On a 
observe que Tapplication de 2 , -fucosyl lactose conduit a des courbes de reponse 
similaires. 
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LEGENDE DES FIGURES 

5 

Figure 1: Generation de H 2 0 2 decienchee par l'application de l'eliciteur A (2*- 
fucosyl lactose ; courbe delimitee par des carres) ou B (xyloglucane XXFGol ; courbe 
delimitee par des cercles). La vitesse de la reaction, soit AF512 min " \ a ete evaluee 
d'apres le "quenching" de la pyranine enregistre pendant 15 min. La concentration en 
10 eliciteur est indiqu6e en abscisse, et Tintensite de fluorescence est indiquee en ordonnee. 

Figure 2: Generation de H2O2 decienchee par Implication de l'eliciteur A (2- 1 
fucosyl lactose, 10 nM). La vitesse de la reaction, soit AF512 min ~ 1 , a ete evaluee 
d'apres le "quenching" de la pyranine enregistre pendant 20 min a 25°C, 20°C, 15°C, 
15 10°. (A) : courbes de cinetique : le temps est indique en abscisse, et l'intensite de 

fluorescence est indiquee en ordonnee: chaque courbe illustre le resultat obtenu a une 
temperature donnee ; (B) variation de la reponse optimale en fonction de la temperature 
: la temperature est indiquee en abscisse, et la production de H 2 0 2 a 25°C est indiquee 
en ordonnee; 100% correspond a la production maximale de H 2 C>2 a 25 °C. 

20 

Figure 3: Generation d'anion superoxyde decienchee par l'application de l'eliciteur 
A (2'-fucosyl lactose ; courbe delimitee par des carres) ou B (xyloglucane XXFGol; 
courbe delimitee par des losanges). La vitesse de reduction du cytochrome correspond a 
AA340 min " l . La concentration en eliciteur est indiquee en abscisse, et la teneur en 
25 cytochrome c reduit est indiquee en ordonnee. 

Figure 4 : Elicitation de Tactivite glutathion reductation induite par Tapplication 
de Teliciteur A (2 1 - fucosyl lactose). La vitesse de la reaction d ! 61icitation, soit AA340 
min" 1 est mesuree a 10°C (courbe delimitee par des carres), 15°C (courbe delimitee par 
30 des losanges), et 25°C (courbe delimitee par des cercles). 

Figure 5: Evaluation de Pactivite inhibiteur de papaine dans des cellules elicitees 
par le 2 1 - fucosyl lactose applique a 50 nM pendant 30 min ou pendant 42h (2A) ou par 
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le trisaccharide methyl a-L-Fuc (l->2) (i-D-Gal (1h>2) P-D-Xyl applique a 50 nM 
pendant 30 min ou pendant 42h (2B) ou dans des cellules non elicitees (1). La vitesse de 
la reaction, soit AA410 min " 1 est exprimee en % de Tactivite papame sans inhibiteur. 

Figure 6: Elicitation d'activite Plase D declenchee par Tapplication de Teliciteur A 
(2 ? -fucosyl lactose ; courbe delimitee par des carres) ou B (xyloglucane XXFGol ; 
courbe delimitee par des losanges). La vitesse de la reaction, soit AF512 min ~ 1 est 
exprimee en % de Tactivite Plase D dans les controles (cellules non elicitees) . 

Figure 7: Elicitation d'activite Plase D declenchee par l'application de Teliciteur A 
(2 ! -fucosyl lactose) utilise a la concentration optimale de InM en presence de methyl 
jasmonate. La vitesse de reaction, soit AF512 min " 1 est exprimee en % de Tactivite Plase 
D dans les controles (cellules non elicitees) . 

Figure 8 : Protection contre le froid de plants de Chenin elicites par XXFG utilise 
a des doses variables : d, d/10, d/50, d/100 (d =3,3 mg/1) avant d'etre exposes a -3°C 
pendant un temps variable (a: 165 min, b: 195 min, c: 210 min, d: 225 min) ; les 
resultats obtenus sont exprimes par Tindice de protection au firoid I =(100- P)%, P etant 
la proportion (%) de necroses foliaires observees 24h apres le stress. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d ! un compose comprenant une structure osidique de formule : 

Xi-X 2 -X3-(X4) n 

dans laquelle Xi, X 2 , X 3 , et X4, independamment les uns des autres, represented 
un ose choisi parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou l'arabinose, cet ose 
etant le cas echeant sous forme reduite et/ou etant substitue, notamment par un groupe 
alkyle ou acyle, tel qu'un groupe methyle ou acetyle, et n represente 0 ou 1, . 

Xi, X2, X3, et X4, independamment les uns des autres, etant le cas echeant 
substitue par un ou plusieurs oses choisis parmi le glucose, le galactose, le xylose, le 
fucose, ou l'arabinose, et/ou par un ou plusieurs enchainements osidiques de formule 
X 5 -X 6 -(X 7 ) m dans laquelle X 5 , X$, et X 7 , independamment les uns des autres, 
represented un ose choisi parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou 
l'arabinose, et m represente 0 ou 1, 

l'un au moins de Xi, X2, X3, ou X4, ou, le cas echeant, de X5, X6 3 ou X 7 
representant un xylose ou un fucose, 

ou d'un compose derive de ceux definis ci-dessus, notamment par modification ou 
substitution d f un ou plusieurs oses susmentionnes, lesdits composes et lexirs derives 
ayant la propriete de : 

- stimuler la glutathion reductase, 

- et/ou de stimuler la phospholipase D chez les plantes, 

- et/ou de stimuler des glycosylhydrolases, 

dans le cadre ^applications liees aux proprietes susmentionnees desdits composes, 
a savoir : 

- Tadaptation des plantes a un stress abiotique, tel que Tadaptation au froid, ou a 
un stress hydrique tel que la secheresse, Thumidite ou la salinite, 

- le controle de la floraison, 

- le controle de la fructification, 

- Tinduction de reactions de defense contre les pathogenes tels que les bacteries, 
virus, champignons. 
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2. Utilisation selon la revendication 1, de composes dans lesquels les oses sont 
sous forme a ou p, le cas echeant sous forme pyranose ou furanose, et sont lies entre 
eux par des liaisons du type l->2, l->3, l-»4, ou l->6. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, de composes de formule : 

Xi-X2-X3-(X4) n 

dans laquelle Xi, X 2j X 3 , et X4, independamment les uns des autres, represented 
un ose choisi parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou Farabinose, et n 
represente 0 ou 1, Tun au moins de Xi, X 2 , X 3 , ou X4, representant un xylose ou un 
fucose. 

4. Utilisation selon la revendication 3 : 
- de composes de formule : 

Xi-X2-X 3 -(X4) n 

15 dans laquelle : 

. Xi represente un fucose, 

. X2 represente un galactose, 

. X3 represente le xylose ou le glucose, 

. X4 represente un glucose, le cas echeant substitue par un ose tel que le 

20 glucose, 

. chacun de Xi, X 2 , X 3 , et X4 etant des residus glycosyl (L) ou (D) sous 
forme a ou p, et n represente 0 ou 1, 

. et n represente 0 ou 1, 
Xi, X 2 , X 3 , et X4, etant le cas echeant substitues, notamqient par un groupe alkyle, 
25 tel qu'un groupe methyle, tels que les composes de formule : 

a-D-Fuc(1^2)P-D-Gal(l->2)a-D-Xyl 
a-D-Fuc(l->2)P-D-Gal(l-»4)p-D-Glc, ou 2 , -fiicosyl lactose 
methyl(a-D-Fuc(l->2)P-D-Gal(1^2)p-D-Xyl) 
methyl(a-L-Fuc(l ^2)P-D-Gal( 1 ~>2)a-D-Xyl) 
30 a-D-Fuc(l-^2)P-D-Gal(1^2)a-D-Xyl(l-^6)p.D-Glc 
a-L-Fuc(l ->2)P-D-Gal(l -»2)p-D-Xyl(l-»6)P-D-Glc 

a-L-Fuc(1^2)P-D-Gal(1^2)a-D-Xyl(1^6)p-D-Glc(1^4)P-D^^ encore 
designe FG, 
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le residu osidique en position X3 lorsque n = 0, ou en position X4, ou substituant 
celui en position X4, dans les formules des composes ci-dessus, etant le cas echeant sous 
forme reduite, 

- ou de composes de formule : 

a-D-Gal(l->2)P-D-Xyl(l-^-6)(3-D-Glc(l-»4)p-D-Glc encore designe LG 
a-D-Xyl(l-»2)P-D-Gal(l->2)P-D-Xyl 



a-D-Xyl(l-»6)P-D-Glc(l-^4)P-D-Glc 



encore designe XG 



p-D-Xyl(l->4)p-D-Glc(l->4)p-D-Glc 



a-D-Xyl(l-»2)p-D-Glc(l-»4)P-D-Glc 



p-L-Ara(l-»3)a-L-Ara(l-^>2)a-D-Xyl compose T 



a-L-Ara(l->2) 
o>D-Xyl(l->6) 

a-D-Xyl(l->6) 
p-D-Xyl(l->2) 



^ P-D- 
P-D- 



Glc 



Glc 



a-L-Ara(l->2)a-D-Xyl(l-^6)p-D-Glc 



compose A 

compose B 

compose S 



a-L-Ara(l->3)p-D-Xyl(l-»2) ") 



a-D-Xyl(l-*6) 



compose C 



dans lesqueUes Fuc represente le fucose, Gal represente le galactose, Glc 
represente le glucose, Ara represente l'arabinose, et Xyl represente le xylose. 
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5. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, de composes de formule : 

XrX2-X3-(X4) n 

dans laquelle n represente 0 ou 1, Xi, X 2 , X 3 , et X4, representent un glucose, le cas 
echeant sous forme reduite, sous forme a ou p, Tun au moins de X T , X 2 , X 3 , ou X4, etant 
5 substitue par un ou plusieurs oses choisis parmi le glucose, le galactose, le xylose, le 

fucose, ou 1'arabinose, et/ou par un ou plusieurs enchainements osidiques de formule 
X 5 -X 6 -(X 7 ) m dans laquelle X 5 , X6, et X 7 , independamment les uns des autres, 
representent un ose choisi parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou 
I'arabinose, et m represente 0 ou 1, 
10 Tun au moins de X 5 , Xe 9 ou X 7 representant un xylose ou un fucose. 

6. Utilisation selon la revendication 5, de composes de formule : 

Xi-X 2 -X3-(X4) n 

dans laquelle n represente 0 ou 1, X u X 2 , X 3 , et X4, representent un glucose, le cas 
15 echeant sous forme reduite, sous forme a ou P, Tun au moins de Xi, X 2 , X 3 , ou X4, etant 

substitue par un ou plusieurs oses choisis parmi le glucose, le galactose, le xylose, le 
fucose, ou 1'arabinose, et/ou par un ou plusieurs enchainements osidiques de formule 
X 5 -X 6 -(X 7 ) m dans laquelle dans laquelle X 5 represente un xylose, Xe represente un 
galactose, X 7 represente un fucose, et m represente 0 ou 1 . 



20 



30 



7. Utilisation selon la revendication 5 ou 6, de composes de formules 



Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XXXG 

III 

25 Xyl Xyl Xyl 

Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XXLG 

I I I 

Xyl Xyl Xyl 



Gal 



Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XLXG 
III 

35 Xyl Xyl Xyl 

Gal 
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Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XLLG 



Xyl X^l Xyl 
Gal Gal 



Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XXFG 

I l l 

10 Xyl Xyl Xyl 

Gal 

I 

Fuc 



15 



25 



35 



40 



Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XLFG 

I i I 
Xyl Xyl Xyl 



Lyi x 

I l 



20 Gal Gal 

I 



Fuc 

Glc-Glc-Glc encore designe XXG 

I I 

Xyl Xyl 

Glc-Glc-Glc encore d6sign6 GFG 



30 Xyl 

Gal 



Fuc 

ou les composes designs XL, XLGG, XLXG, LS, AXXG, 

le residu glucose en position X4 dans les formules des composes ci-dessus, ou 
celui en position X 3 dans le compose XXG, etant le cas echeant sous forme reduite. 

8. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, de polymeres ou d'oligomeres de 
formule jXrX2-X 3 -(X4)„]N dans laquelle : 
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- n represente 0 ou 1, X u X 2 , X 3 , et X4, representent un glucose, le cas echeant 
sous forme reduite, sous forme a ou p, Tun au moins de Xi, X 2 , X 3 , ou X4, etant 
substitue par un ou plusieurs oses choisis parmi le glucose, le galactose, le xylose, le 
fucose, ou l'arabinose, et/ou par un ou plusieurs enchainements osidiques de formule 

5 X5-X6-(X 7 ) m dans laquelle X 5 , X 6 , et X 7 , independamment les uns des autres, 

representent un ose choisi parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou 
l'arabinose, et m represente 0 ou 1, Tun au moins de X 5 , X6 ? ou X7 representant un 
xylose ou un fucose, 

- N represente un nombre entier compris entre environ 50 et environ 300, et de 
10 preference compris entre environ 50 et environ 100, 

- ou N repr6sente un nombre entier compris entre environ 2 et environ 50, et de 
preference compris entre environ 2 et environ 20, notamment entre 5 et 12. 

9. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, d ! enchainements successifs d'au moins 
15 deux unites representees par un compose de formule Xi-X2-X3-(X4) n dans laquelle n 

represente 0 ou 1, Xi, X 2 , X 3 , et X4, representent un glucose, le cas echeant sous forme 
reduite, sous forme a ou P, Tun au moins de Xi, X 2 , X 3 , ou X4, etant substitue par un ou 
plusieurs oses choisis parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou l'arabinose, 
et/ou par un ou plusieurs enchainements osidiques de formule X 5 -X 6 -(X 7 ) m dans 

20 laquelle X 5 , X& 9 et X7, independamment les uns des autres, representent un ose choisi 

parmi le glucose, le galactose, le xylose, le fucose, ou l'arabinose, et m represente 0 ou 
1 , Tun au moins de X 5 , X6, ou X 7 representant un xylose ou un fucose, 

Tune au moins des unites desdits enchainements etant telle que Tun au moins des 
oses ou enchainements osidiques lies a Xi, X 2 , X 3 , ou X4, esit respectivement different 

25 de Tun des oses ou enchainements osidiques lies a Xi, X 2 , X 3 , ou X4, d ! une ou plusieurs 

des autres unites desdits enchainements. 

10. Utilisation selon la revendication 8 ou 9, de polymeres de formule [Xi-X 2 -X 3 - 
(X4) n ]N definie dans la revendication 8, dans laquelle N represente un nombre entier 

30 inferieur ou egal a 12, et de preference inferieur ou egal a 5, ou d f enchainements d ! unites 

tels que definis dans la revendication 9, dans lesquels le nombre d ! unites est inferieur ou 
egal a 12, de preference inferieur ou egal a 5. 
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11. Utilisation selon Tune des revendications 8 a 10, de composes de formule : 

Glc-Glc-Glc-Glc- Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XXXGXXXG 

III III 

Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl 

Ara 
I 

Glc-Glc-Glc-Glc- Glc-Glc-Glc-Glc encore designe XXFGAXXG 

III III 
Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl 

Gal 
I 

Fuc 

le residu glucose en position terminale dans les formules des composes ci-dessus, 
etant le cas echeant sous forme reduite, et sous forme a ou (3, 

ou encore les composes de formule XXFXXG, XLFGXXXG, XFFGXXXG, 
XXFGAXXG, GFGGFG. 

12. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 11, de polymeres ou 
d'oligomeres de xyloglucane, ou de leurs derives, tels qu'obtenus : 

- a partir de plantes, notamment par extraction de semences, feuilles, racines, 
firuits, en particulier a partir de pommes, de tubercules de pommes de terre, ^Echinacea, 
ou de graines de Tropaeolum, ou d % Hymenaea t 

- k partir de suspensions cellulaires de plantes, notamment d'Acer, de Rosa, de 
Mentha, de Nicotiana, de Populus, de Dioscorea deltoideq, de Digitalis lanata, ou 
d'Echinacea, en particulier par extraction de parois cellulaires, ou par isolement a partir 
du milieu de culture, 

- a partir de champignons tels que Lentinus edodes, Ganoderma lucidum, 
Schizophyllum commune, Trametes versicolor, Inonotus obliquus, et Flammulina 
velutipes, notamment par extraction du mycelium, ou par isolement d ! un milieu de 
culture, 

- a partir d'algues, telles que Viva lactuca, ou Ulva rigida. 
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13. Utilisation selon Tune des revendications 1 a ll, d'oligomeres de xyloglucane, 
ou de derives, tels qu'obtenus : 

* par synthese chimique ou chemoenzymatique, notamment par endo- 
transglycosylation, 

5 * par fermentation de souches bacteriennes genetiquement modifiees, 

* par hydrolyse de polymeres renfermant du xyloglucane, ou de glycanes 
representant la partie glycane de glycoproteins, a l'aide d'enzymes appropriees telles 
que : 

- des cellulases, et plus particulierement d ! endo-p-D-l,4-glucanases de 
10 Trichoderma, telle que celle de Trichoderma viride, ou de T. reesei, ou celle 

d! Aspergillus, telle que celle d'A niger, et d f exo cellulases d'Irpex lacteus, ces enzymes 
etant des enzymes d'extraction ou recombinantes, 

- des glycosidases telles que (3-D-glucosidase, a-L-fucosidase, ct-L- 
xylosidase, ces enzymes 6tant des enzymes d f extraction ou recombinantes, 

15 ledit traitement enzymatique 6tant suivi de plusieurs etapes de purification des 

oligomeres de xyloglucane obtenus, notamment par chromatographie. 

14. Proc6de de stimulation de la glutathion reductase chez les plantes, caracterise 
en ce qu'il comprend une etape de traitement des plantes avec au moins un compose 

20 defini dans Tune des revendications 1 a 13, notamment par irrigation du sol sur lequel 

ces plantes sont cultivees, avec une composition comprenant ledit compose, ou par 
enrobage des semences avec une telle composition, ou par pulverisation foliaire en 
champ d'une telle composition sur les plantes a traiter. 

25 15. Application du precede selon la revendication 14, a la mise en ceuvre d ! un 

procede d ! adaptation des plantes a un stress abiotique, tel que Tadaptation au froid, ou a 
im stress hydrique tel que la secheresse, Thumidite ou la salinite. 

16. Procede de stimulation de la production de la phospholipase D chez les 
30 plantes, caracterise en ce qu ? il comprend une etape de traitement des plantes avec au 

moins un compose defini dans Time des revendications 1 a 13, notamment par irrigation 
du sol sur lequel ces plantes sont cultivees, avec une composition comprenant ledit 
compose, ou par enrobage des semences avec une telle composition, ou par 
pulverisation foliaire en champ d'une telle composition sur les plantes a traiter. 
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17. Application du precede selon la revendication 16, a la mise en ceuvre d'un 
procede de controle de la floraison, et plus particulierement d'un procede de controle de 
rinduction florale, de la duree de la floraison, et de i'abscission des fleurs, et/ou a la 
mise en ceuvre d'un procede de controle de la fructification des plantes, et plus 
particulierement d'un procede de controle du declenchement et de la duree de la 
maturation des fruits, de I'abscission des feuilles et des fruits. 

18. Procede de stimulation de la production des glycosylhydrolases chez les 
plantes, caracterise en ce qu'il comprend une etape de traitement des plantes avec au 
moins un compose defini dans Tune des revendications 1 a 13, notamment par irrigation 
du sol sur lequel ces plantes sont cultivees, avec une composition comprenant ledit 
compose, ou par enrobage des semences avec une telle composition, ou par 
pulverisation foliaire en champ d'une telle composition sur les plantes a traiter. 

19. Application du procede selon la revendication 18, a la mise en ceuvre d'un 
procede d'induction de reactions de defense contre les pathogenes tels que les bacteries, 
virus, champignons. 
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